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Takeda Chemical Industries, Ltd., 27, Doshomachi 2*chome, 
' Higashi-ku, Osaka /Japan . 

Decapeptidamide 

Die Erf indung betriff t neue Decapeptidamidderivate mit 
starker ovulationsinduzierender V/irkung der Formel 

( Pyr )Glu-His-Trp-Ser-R^-R2-R3-Arg-Pro^Gly-NH2 

(I) 

worin Tyr oder Phe, R2 D-Nle, D-Nva, D-Abu, D-Phe, D-Ser, 
D-Thr Oder D-Met und Rg Leu, lie oder Nle bedeuten- 

Die Erf indung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung 
der Decapeptidamidderivate der Formel (l). 

In der Beschreibung und den Patentanspriichen sind Amino- 
sauren und Peptide und ihre aktivierten Carboxyl- oder Schutz- 
gruppen mit Abkurzungen bezeichnet, wie sie entv/eder auf dem 
betreffenden Fachgebiet gebrauchlich sind oder vom Committee 
on Biochemical Nomenclature lUPAC-IUB vorgeschlagen wurdeni 
Wenn nicht anders angefiihrt ist, weisen die^Aminosauren L- 
Konf iguration auf. 

Folgende Abkurzungen wurden beispielsweise verwendet: 
Abu: a-Aminobuttersaure 
Arg: Arginin - 
HOC: tert-Butoxycarbonyl 
Bzl: Benzyl 

DCC: N,N*-Dicyclohexylcarbodiimid 
Gly: Glycin 
His: Histidin 

HONE: N-Hydroxy-5-norbornen-2,3-dicarboximid 
lie: Isoleucin 
Leu: Leucin 

Nle: Norleucin 509837/0963 

Nva : Norvalin 
Met: Methionin 
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5 

CM : Methyl ster * . 

OBzl: Benzylester 

QNB: N-Hydroxy--5-norbornen-2,3*dicarboximidester 
OSu: N-Hydroxysuccinimidester 
Phe: Phenylalanin 
pro: Prolin . 

(Pyr)Glu: Pyroglutaminsaure 

Ser: Serin 

Thr: Threonin 

Tos: Tosyl 

Trp: Tryptophan 

Tyr: Tyrosin 

Es ist seit Jahren bekannt, daB der Hypothalamus Faktoren 
enthalt, welche auf hoherer Ebene die Sekretion tropischer 
Hormone aus der Hypophyse regeln. 

Nach der Isolation eines Thyrotropin freisetzenden 
Hormons (THH), wurde ein Hormon» das luteinisierende Hormone 
freisetzt (LH-RH), in reiner Form aus Schweinen und Schafen 
extrahiert und a Is ein Decapeptid der folgenden Struktur 
identifiziert: (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Tyr"Gly-Leu-Arg-Pro-Gly- 
NH2. (A.V. Schally et al, Biochem. Biophys. Res. Commun. , 43 , 
1334 (1971): R.Guillemin et al, Proc. Nat, Acad. Sci. , U.S.A., 
69, 278 (19728- Auf diese Erkenntnis folgte die Herstellung 
einer Anzahl ahnlicher Peptide, mit den analogen Peptiden 
wurden auch biologische Tests durchgef uhrt. Da jedoch die 
physiologische Wirksamkeit des Peptids selbst durch gering- 
fagige rJodif ikationen in der oben angefiihrten Aminosaurezu- 
samraensetzung stork beeintrachtigt wird, muB die oben ange- 
fuhrte chemische Struktur als wesentlich fCir die Erzielung der 
maximalen physiologischen Wirksamkeit angesehen werden* 
(A«V*Schally et al, Biochem. Biophys. Res* Coifimun* , 4, 366 
(19723. 

/■ 
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Kurzlich veroffentlichten Monahan et al in ^Biochemistry" , 
Band 12, Nr. 23, Seiten 4616-4620 (1973), dafi unter den yon 
ihnen hergestellten LH-RH-Analogen wie z.B. ^Ala ^LH-RH, 
^D-Ala^J^LH-RH, ^Val^yLH-RH, /;'D-Val^LG-m. /^PrcTjUi-m 
und /TD-Pto^J^LH-RH jene der Formel /l)-Ala^J^LH-RH die- 
starkste Wirksamkeit aufweist, nandich 350 - 450 % der Wirk- 
samkeit der Stamm-LH-RH-Verbindung» Die Literatur lehrt wel- 
ters, dafi LH-RH-Analoge, die in Stellung 6 eine D-Aminosaure 
init einer groBeren Anzahl von Seitenketten aufweisen, als 
D-Ala, v/eniger wirksa'm sind als das Stammhormon. Trotz des . 
oben angefuhrten Standes der Technik ist es gelungen. Poly- 
peptide der Formel (l), in welchen die D-Aroinosaure in Stel-^ 
lung 6 eine groBere Anzahl von Seitenketten aufweist als 
D-Ala, herzustellen^^und auf ihre LH-RH-Wirksamkeit zu testen. 
Dabei wurde Dberraschend gefunden, dafi die erf indungsgemaflen 
Polypeptide der Formel (l) urn wenigstens 1000 % wirkungsvoller.' 
sind als ihre Stanun-LH-RH-Hormone* t)ie vorliegende Erfindung 
beruht auf diesen Erkenntnissen. 

Hauptziel der Erfindung ist daher die Bereitstellung von 
neuen Decapeptidamidderivaten der Formel (l) und starker 
ovulationsinduzierender viirksamkeit. 

Ein weiteres Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung 
eines Verfahrens zur Herstellung der Decapeptidaraidderivate 
der Forniel (l). 

* Das Decapeptidamidderivat der Formel (l) wird nach einem 
Verfahren hergestellt, welches dadurch gekennzeichnet ist, dafi 
ein Reaktant (a) — L-Pyroglutaminsaure oder ein Peptid- 
fragment, das eine N-endstandige L-Pyroglutaminsaureeinheit 
(d.h. (Pyr)-Glu) und gleichzeitig von dort an die oben ange* 

fuhrte Aminosauresecjuenz aufweist mit einem Reaktanten (b) 

einer Aminkomponente, welche dem Rest des Decapeptidamid- 

derivates der Formel (l) entspricht — — kondensiert wird, *wo- 
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• V- 

b i die beiden Reaktanten gegebenenfalls durch eine oder 
jnehrere Schutzgruppen geschutzt sind, welche dann entfernt 
vrerden* 

Der Reaktant (A) ist daher L-Pyroglutaminsaure oder ein 
Peptidfragment, das eine N-endstandige L-Pyroglutaminsaure 
aufweist und gleichzeitig von dort an die Aminosauresequenz 
der Formel (l) besitzt. Der mit dem Reaktanten (A) zu kon- 
densierende Reaktant (B) ist eine Aminkomponente, welche 
dem Rest des Decapeptidamidderivates der Formel (l) ent- 
spricht, wobei die Reaktanten (A) und (B) gegebenenfalls ge- 
schutzt sind. 

Grundlegende Kombinationsmoglichkeiten der Reaktanten 
(a) \ind (B) sind aus der nachstehenden Tabelle 1 ersichtlich. 
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• Td belle 1 



N^aktant 

Kombina -\ 
tion \ 


(A) 


(B) 


1 


.. 

(?yr)&lu-OH 


H-His-Trp-Ser-Rj^ -Rg- 

H--Arg-Pro-Gly-EE, 

■ . p . 


2 


(Pyr)Glu-His-OH 


Arg-Pro-^ly-flHo 


5 


(Pyr)Glu-His- 
Trp-OH 


H-Ser-R-L-Rg-Rj-Arg- 
Pro-Gly-UH, * ' 




(Pyr)Glu-His- 
Trp-Ser-OH 


H-R^-Rg-R^-Arg-jpro- 
Gly-KH, . 


5 


(Pyr)Glu-His- 

Trp-Ser-Ii,-OH 
x 


H-Rg-R^-Arg-Pro- . -' 
Gly-IIIL, - • " 


6 . 


(Pyr)Glu-His- 
Trp-Ser-Rj^-Rg-OH 


H-Rj-Arg-Kro-Gly- : . 
.KHg ■ • • - . ; 


7 


(Pyr)Glu-His- 
Trp-Ser-R^-Rj- 


H-Arg-Pro-Gly-NHg 


8 


(Pyr)Glu-His-Trp- 
OH 


H-Pra-Gly-NH2 . . " 


^ 


(Pyr )Glu-His-5?rp- 
Ser-Rj^-Rg-Rj-Arg- 
Pro-OH , 


H-Gly-1JH2 


10 


(Pyr)Glu-His-Trp- 
Ser-Rj^-Rg-R^-Ars- 
Pro-Gly-OH " 


NH, . 

J ■ 
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Es ist auch bekannt, dafl eine geschatzte L-Glutamyl- 
gruppe.der allgemeinen Fom^el (ll) 

R^C0-CH2CH2CH(NH2)C0- , (ll) 

worin I^eine Alkoxygruppe wie 2*B. Methoxy, Athoxy, 
n-Propoxy, iso-Propoicy, n-Butoxy od.dgl. , eine Aralkyloxy- 
gruppe v/ie z.B^ Benzyloxy od*dgl«, oder Amin bedeutet, leicht 
in die L-Pyroglutamylgruppe der Formal 




durch in Kontaktbringen mit einer Base v;ie 2,.B. Ammonia k 
u.dgl* Oder einer Saure wie z^B* Essigsaure od»dgl» umge- 
wandelt werden kann und daS die Gruppe der Formel (ll) in 
diecsr Hinsicht der L-Pyroglutamylgruppe selbst aquival.ent 
istw Das erfindungsgemaUe Verfahren ist auf der Annahme auf- 
gebautt'daiJ das L-Pyroglutamyl (d.h; (Pyr)Glu-) cies Reaktan- 
ten (a) nicht nur die L-Pyroglutamylgruppe selbst, sondern 
auch die geschutzte L-Glutamylgruppe der Formel (ll) ein- 
schlieflt. V/enn das (Pyr)Glu- des Reaktanten (A) die Gruppe 
(ll) darstellt, kann die Gruppe (ll) leicht nach an sich be- . 
kannten Verfahren in die L-Pyroglutamylgruppe selbst umgevvan- 
delt werden • ^ 

Die erf indungsgemafle Kondensatiohsreaktion kann nach 
fCir die Herstellung von Peptidbindungen bekannten Verfahren 
durchgefuhrt werden. Beispiele fur solche Kondensations- 
verfahren sind das DCC/HONB-Ver£ahren(BE-PS 796.399) , das 
Azidverfahren, das Chloridverfahren, das Saure'anhydrid ver- 
fahren, das gemischte Saureanhydrid verfahren, das DCC-Ver- 
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fahren, das Aktivesterverfahren, das. d s Woodward-Reagens K- 
Verfahrens, das Carbodiimidazolverf ahren, das Oxidati ns- 
xeduktionsverfahxen und andere ^vgl- The Peptides Band 1 
(1966), Schroder und Lufake, Academic Press, New York, USAJ7, 

Vox der Kondensation konneh die Carboxyl- und Amino- 
gruppen, welche an der beabsichtigten Reaktion nicht teil- 
nehmen sollen, geschutzt werden oder die an der Reaktion 
teilnehmenden Carboxyl- und/odpr Aminogruppen nach an sich 
bekannten Verf ahren aktiviert werden. Die Carboxylgruppen in 
den Ausgangsstof f en konnen in Form von Metallsalzen (z*B* 
Natrium- und Kaliumsalzen) oder von Estem (wie .z*B# Methyl, 
Athyl, Benzyl, p-Nitrobenzyl, tert-Butyl- oder tert,-Amyl- 
estern) geschutzt warden* 

Als Schutzgruppen fur die Aminogruppen in den Ausgangs- 
materialien sind alle bei der Herstellung der Peptide ge- 
brauchlichen Schutzgruppen fiir Aminogruppen, wie z«B» die 
Benzyloxycarbonyl-, tert-Butoxycarbonyl-, Isobornyloxycarbonyl- 
gruppen geeignet. Die Iminogruppe des Histidins kann durch 
jede herkommliche Schutzgruppe wie z.B. die Benzyl-, Tosyl-, 
2,4-Dinitrophenol-, tert-Butoxycarbonyl- oder Carbobenzoxy- 
gruppe geschutzt werden. Die Hydroxylgruppe des Serins kann 
durch jede herkommliche Schutzgruppe v/ie z.B. die Benzyl-, 
tert.-Butylgruppe und andere atherbildende Gruppen geschutzt * 
werden* Die Hydroxylgruppe des Tyrosins kann mit der Benzyl-,, 
tert. -Butyl- und anderen atherbildenden Gruppen, die Guanidino- 
gruppe des Arginins mit Gruppen wie z.B. die Nitro-, Tosyl-,. 
Carbobenzoxy-, Isobomyloxycarbonyl- oder Adamantyloxycarfaonyl- 
gruppe geschutzt werden. Als Beispiele fur aktivierte Carboxyl- 
gruppen in den Ausgangsmaterialien seien das entsprechende 
Saureanhydrid, Azid oder aktive Ester ^d.h. Ester mit Al- 
koholen wie z.B. Pentachlorphenol, 2,4,5-Trichlorphenol, 2,4- 
Dinitrophenol, Cyanomethylalkohol, p-Nitrophenol, N-Hydroxy- 
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5-norbornen-2,3-dicarboxifliid, N^Hydroxysuccinimid, N-Hydroxy- 
phthaliraid Oder N-Hydroxybenztriazol^, genannt. Die aktivier 
ten Aminogruppen in den Ausgangsmaterialien konnen z.B. das 
entsprechende Phosphorsaureamid sein. 

Aus der nachstehenden Tabelle sind Beispiele fur Kom- 
binationen solcher Formen von Carboxyl- und Aminogruppen in 
den Produkten (A) und (s) ersichtlich. 



Tabelle 2 



Beispiele f iir 
Kombinationen 


Au saanq smateria 1 ien 




IB) - 


COOH . 




COOH 




1+ 


frei 


geschutzt 


geschutzt 


frei 


2 


aktiviert 


geschutzt 


frei 


frei 


3 


frei 


geschutzt 


geschutrt 


aktiviert 



Anmerkung: In dem mit faezeichneten Fall liegt im Reaktions- 
system vorzugsvveise ein Dehydratisierungsmittel wie z.B^ ein 
Carbodiimid wie Dicyclohexylcarbodiimid vor. Eine Ausfuhrungs 
form der Erfindung ist im nachstehenden Reaktions schema dar- 
gestellt. 
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Diese Reaktion kann in Gegenwart eines Losungsraittels 
durchgefuhrt werden. Das Xosungsmittel kann das gleiche s in 
wie es bei Peptidkondensatlonsreaktionen ver\vendet wird, 
z»B. konnen wasserfreies oder wasseriges Dimethylf ormaraid, 
Dimethylsulfoxid, Pyridin, Chloroform, Dioxan, Dichlonnethan, 
Tetrahydrofuran sowie geeignete Mischungen solcher Losungs- 
mittel als Beispiele angefuhrt werden. 

Die Reaktionstemperatur liegt innerhalb eines Bereichs, 
welcher als fQr Reaktionen zur Peptidbindungsbildung geeignet 
bekannt ist, d.h. gewohnlich innerhalb eines Bereichs von 
etwa -20 bis etwa 30^C. Die Precursorprodukte (die geschutzten 
Peptide) der herzustellenden erf indungsgemafien Verbindungen 
konnen leicht nach dem Festphasesyntheseverfahren hergestellt 
werden. 

Nach Beendigung der Kondensationsreaktlon konnen die 
gegebenenfalls vorhandenen Schutzgruppen nach bekannten Ver- 
fahrcn entfernt werden. Als Beispiele hiefur seien katalyti- 
BChe Reduktion in Gegenwart eines Katalysators wie Palladium- 
schwarz. Palladium auf Kohle, Platin od.dgl., Solvolyse mittel 
FluorwaSserstoff , Trif luoressigsaure od.dgl., und Reduktion 
mit metallischem Natrium in flussigem Ammoniak genannt. 

Das so hergestellte Peptid der Formal (l) kann aus dem 
Reaktionsgemisch nach an sich fur die Gewinnung von Peptiden 
bekannten Verfahren wie z.B. Extra ktion, Verteilung, Saulen- 
chromatographie u.dgl. gewonnen werden. 

Die erf indungsgemaQe Reaktion kann nach jedem an sich be- 
kannten herkbramlichen Festphaseve'rfahren durchgefuhrt werden. 

Das Peptid der Formel (l) kann auch in Form eines Salzes 
Oder einer Metall-Komplexverbindung gewonnen werden. 

- 10 - 
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Als Sauren, die mit den^Peptiden der Foxinel (l) Salze 
bilden, seien anorganische Sauren wie Salzsaure, Brom- 
wasserstoff saure, Perchiorsaure, Salpetersaure, Rhodan- 
vyasserstoff saure, Schwef elsaure, Phosphorsaure u*dgl. und 
organische Sauren wie Ameisensaure, Essig saure, Propion- 
sauret Glycolsaure, Milchsaure, Brenztrauben saure,. Oxalsaure, 
Malonsaure, Bern stein saure, Maleinsaure, Fumarsaure, 
Ahthranyl saure, Zimtsaure, Naphthalinsulf on saure oder 
Sulfanylsaure genannt* 

Beispiele fur Metalle, die mit den Peptiden der For- 
mel (l) Metall-Komplexverbindungen bilden konneni sind wie 
oben Zink, Nickel, Kobalt, Kupf er und Eiseri. Derartige Metall- 
Komplexverbindungen konnen nach herkommlichen Verfahren wie 
z.B. Umsetzen des Peptides der .Formel (l) mit dem Hydroxid - 
Oder Oxid eines der vorstehend angefuhrten Metalle bei einem 
pH-V/ert von etwa 6 bis 8 hergestellt werden. 

Die erf indungsgemafien Polypeptide der Formel (l) besitzen 
LH-RH-Wirkung {d,h. , sie setzen ein luteinisierendes Hormon 
frei) und fbrdern daher die Sekretion von luteinisierendem 
Hormon (LH) und f ollikelstiraulierendem Hormon (FSH). Die 
Polypeptide der Formel (l) sind daher fur die Verwendung zur 
Forderung der Ovulation bei Frauen und Tieren wie z.B. Ratten, 
Schafen, Schweinen, Kuhen, Stuten, V/achteln oder Huhnem ge- 
eignet, sie konnen auch fur andere pharmazeutische. Zwecke, fur 
welche bisher herkommliche LH-RH, LH und FSH-Praparate einge- ^ . 
setzt worden sind, verwendet werden. 

Da die LH-RH-Wirkung der Polypeptide der Formel (l) etwa 
10 bis 25 mal starker ist als die LH-RH-Wirkung der in der 
Natur vorkommenden Verbindungen , kann ihre Dosierungsmenge 
fur jede Anv/endung auf der Basis dieses Vielfachen ermittelt 
werden, wobei auch andere Faktoren (wie z.B* der EmpfSnger der 
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Vexabreichung oder die Art der Kxankheit) in Betracht zu 
Ziehen sind. So kann z.B* eine geeignete Dosierungsmenge 
innerhalb eines Bereiches von twa 5 ng (Nanogramm) bis 
10 pg taglich pro Kilogramm Korpergewicht liegen* 

Polypeptide der Formel (l) werden vorwiegend nicht- 
. peroral, d.h. mittels Injektion, rektal oder vaginal ver- 
. abreicht, -obgleich sie in manchen Fallen auch peroral ver- . 
abreicht werden • 

Als Beispiele fiir geeignete Darreichungsf ormen seien In- 
jektionen, Suppositorien, Pessarien und Pulver genannt. Die 
Injektionen konnen durch Losen von etwa 10 - 500 y eines 
Polypeptides der Formel (l) in 1 ml physiologischer Koch- 
salzlosung hergestellt werden. Die Polypeptide der Formel (l) 
konnen auch durch Zugabe von Mannitol als Excipienten in 
lyophiiisierte Ampullenprodukte ubergefuhrt werden und sind 
in dieser Form jederzeit als Injektionen gebrauchsf ertig* 

Die als Ausgangsmaterialien im erf indungsgemaSen Ver- 
fahren geeigneten Peptide konnen u*a. nach fur die Peptid- 
herstellung bekannten Verfahren hergestellt werden. 

Die Erfindung wird anhand der nachstehond angef lihrten 
Beispiele naher erlautert. 

In den Beispielen bedeuten folgende Abkurzungen den 
Rf-Wert bei Diinnschichtchromatographie an Silikagel mit den 
folgenden Losungsmittelsystemen: 

Rf^: Chloroforrr/Methanol/Essigsaure 9:1:0,5 

Rf^: Athylacetat/Pyridin/Essigsaure/Wasser 30:10:3:5 

Rf^: n-Butanol/Athylacetat/Essigsaure/Wasser 1:1:1:1 
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Belspiel 1 

Herstellung von (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Phe-(D)-Nva-Leu-Arg-Pro- 
Gly-NH2 

a) Herstellung von Z-(D)-Nva-Leu-Arg(N02)-Pro-Gly-NH2 

Einer Losung von Z-(D)-Nva-0H(380 mg), H-Leu-Arg(N02)- 
Prjo-Gly-NH2 (690 rag) und HONB (300 mg) in 5 ml Dimethyl- 
f ormaraid warden 340 mg DCC bei O^C unter Ruhren zugegeben. 
Das Gemisch wird 2 Stunden lang bei O^C und weitere 10 Stunden 
lang bei Raumtemperatur geruhrt» Das Reaktionsgemisch wird 
abfiltiert, um den entstandenen Dicyclohexylhamstoff zu ent- 
fernen, das Filtrat wird zur Trockne eingeengt. Der erhaltene 
Ruckstand wird in 100 ml Chloroform gelost und die Losung mit 
einer 4 J^-igen wasserigen Natriumbicarbonatlosung und Wasser 
gevjaschen. Die gewaschene Losung wird uber wasserfreiem 
Magnesiumsulfat getrocknet und zur Trockne eingeengt. Der 
Ruckstand wird mit einera Gemisch aus Athylacetat (25 ml) und 
Ather (25 ml) digeriert, man erhalt ein weifles Pulver, das 
abfiltriert und aus Athanol-Ather nochmals ausgefallt wird. 
Die Ausbeute betragt 1.12 g, J7p^-50,5°{c=l,l in Methanol), 
Rf^=0,32. 

Analyse fur ^32^52^-^9^ 10 

berechnet C, 53.32; H, 7,27; N, 19,43 

gefunden C, 53,49; H, 7,56; N, 19,19 

-■'* 

b) Herstellung von (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Phe-(D)-Nva- 
Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 

Z-(D)-Nva-Leu-Arg(N02)-Pro-Gly-NH2 (l»0 g) wird in 10 ml 
25 Jliigera Bromviasserstof f in Essigsaure gelost und die Losung 
50 Minuten lang geruhrt. Das Reaktionsgemisch wird mit 200 ml 
trockenem Ather verdunnt, um einen Niederschlag zu erhalten, 
dieser wird abfiltriert und gut mit trockenem Ather gewaschen. 
Das gesammelte Pulver wird uber Natriumhydroxid bei vermin- 
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dertem Druck getrocknet. Dieses Pulver wird xn 10 ml Diniethyl- 
formaraid zusammen mit (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Phe-OH(l,0 g) und 
HONB (440 mg) gelost. Die Lb sung wird auf O^C gekuhlt und 
unter Ruhren mit 400 mg DCC versetzt* Das Gemisch wird 6 Stun-- 
den lang bei O^C und weitere. 16 Stunden bei Raumtemperatur 
gexUhrt. Dann wiird das Reaktionsgemisch filtriert, urn den 
entstandenen Dicyclohexylharnstoff zu entfemen, das Filtrat 
wird unter Zugabe von 100 ml Ather digeriert, urn einen Nieder- 
schlag zu erhalten, welcher abfiltriert wird, Der gesammelte 
Niederschlag wird in 10 J^-igem wasserigem Athanol gelost und 
die Lo sung uber eine rait Polystyrolharz ^Amberlite XAD-2, 
150 - 250 Mesh, 3,5 x 25 cm, Rohm & Hass Co, Ltd. USA^ ge- 
fiillte Kolonne geleitet. Die Kolonne wird nach dem Gradienten- 
elutionsverfahren mit 10 ^igem wasserigem Athanol und 100 ^igem 
Athanol (500 : 550 ml) eluiert. Die Hauptf raktion (380 - 
520 ml) wird gesammelt und zur Trockne eingeengt. Der Ruckstand 
v;ird in 5 ml heiBem Methanol gelost und durch Zugabe von 
Athylacetat nochmals ausgefallt, um das geschiitzte Decapeptid- 
amid zu erhalten. 1,41 g, ^a^Q'*-35,4^ (c=0,12, in Methanol), 
Rf^=0,20, Rf^=0,56* 

Das geschiit'zte Decapeptidamid (500 ihg) wird in 5 ml 
wasserfreiem Fluorwa sserstoff zusammen mit 0,5 ml Anisol bei 
-70°C gelost. Nach 30 Minuten langem Ruhren bei -5^C wird der 
Fluoirwa sserstoff abgedampft. Der entstandene Ruckstand wird 
in 20 ml Wasser gelost und die Losung zweimal mit 10 ml 
Athylacetat extrahiert* Die wasserige Schicht wird uber eine 
mit Carboxymethylcellulose (2 x 33 cm) gefullte Kolonne ge- 
leitet, die Kolonne wird nach dem Gradientenelutionsverf ahren 
unter Einsatz eines Ammoniumacetatpuff ers als Eluens eluiert. 
/"0,005M, pH 6,8(500 ml) — — 0,2M, pH 6,8(500 ml)_J. Die 
Hauptfraktion wird gesamnelt (420 - 680 ml) und lyophilisiert, 
wobei ein weiBes Pulvfer erhalten wird. Die Ausbeute betragt 
380 mg, Z>J^^2-32,4°(c=0,52, in 5 Jli-iger Essigsaure, R£^= 
0,05, Rf^=0,68. 
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Aminosaux analyse: His 1,01; Arg 0,98; Trp 0,87; Ser 0,94; 
Glu 1,00; Pro 1,02; Gly 1,00; Nva 1,01; Leu 1,00; Phe 0,97 
(Peptidgehalt 84 JS). 

Beispiel 2 

Herstcllung von (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Tyr-{D)-Nle-Leu- 
Arg-Pro-Gly-NH2 nach dem Festphaseverfahren 

a) Herstellung von BOC-Gly-harz 

In 60 ml Chloroforra-Athanol (2:1) warden 10 g Chlormethylharz 
eingebracht, (Cl-Gehalt 2,0rrMol/g) darauf folgt die Zugabe von 
10,5 g BOC-Gly und 8,4 ml Triathylamin. Das Gemisch wird bei 
Raumtemperatur 1,5 Stunden geruhrt und dann 24 Stunden lang 
erhitzt* Das Harz wird abfiltriert und gut mit Dimethylformaraid, 
dann ndt Athanol, VJasser, Athanol und Ather in angegebener 
Reihenfolge gewaschen und getrocknet* Die Ausbeute betragt 
17,55 g. Die Aminosaureanalyse zeigt, daS dieses Harz 
0,88 nMol/g BOC-Gly enthalt. 

b) Herstellung des (Pyr)Glu-His(Tos)-Trp-Ser(Bzl)-Tyr- 
(B2l)-D"Nle-Leu-Arg{Tos)-Pro-Gly-harzes 

In das Reaktionsgefafl einer automatischen Peptidherstellungs- 
vorrichtung (Modell APS-800 von Simadzu Seisakusho K.K* , Japan) 
werden 2,177 g BOC-Gly-Harz, das wie oben angefuhrt hergestellt 
wurde, eingebracht und mit Dichlormethan 12 Stunden lang an- 
gequollen* Dann werden folgende Arainosauren nach dem unten 
angefiihrten Schema eingebracht: 

BOC-Pro, BOC-Arg(Tos), BOC-Leu, BOC-^D-Nle, BOC-Tyr{Bzl) , 
BOC-Ser(Bzl), BOC-Trp, BOC-His(Tos) , (Pyr)Glu, 

Dichlormethan (3 Minuten x 3), — > 50 Trifluoressig- 
saure/Dichlormcthan (lO bzw. 30 Minuten), —> Dichlormethan 
(3 Minuten x 3), —^Athanol (3 Minuten x 3), — ^Dichlormethan 
(3 Minuten x 3) 10 Triathylamin/Chloroform (10 Minuten) -4 
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Chloroform (3 Minuten x 3) -4 Dichlormethan (3 Minuten x 2J -4 
BOC-Andnosaureanhydrid (hergestellt aus BX-Aminosaure und • 
DCC nach einem bekannten Verfahren) (30 und 60 Minuten) — > 
Acetylierung (mit Saureanhydrid in Dichlormethan und Triathyl- 
amin) (1 Stunde) ^Dichlormethan (3 Minuten x 3) /"nur (Pyr) 
Glu v;ird direkt mit DCC in Dimethylf ormamid kondensiert^. 

Das Harz wird mit Athariol, Chloroform und Dimethyl- 
f ormamid, dann mit Ather gewaschen und getrockneti die Aus- 
beute betragt 6,20 g. 

c) Herstellung von (pyr)Glu-His{Tos)-Trp-Ser(Bzi)- 
Tyr (Bzl ) -D-Leu-Leu-Arg (Tos) -Pro-Gly-NH2 

In 50 ml mit Ammoniak gesattigtem Methanol werden 2,622 g des 
nach b) heirgestellten Harzes suspendiert, die Suspension wird 
bei Raumtemperatur 70 Stunden lang geruhrt- 

Das Harz wird abfiltriert und mit Dimethylf ormamid ge- 
waschen. Das Filtrat und die Waschwasser werden zusammenge- 
geben, bei vermindertem Druck zur Trockne eingeengt und mit 
Ather behandelt. Nach diesem Verfaliren erhalt man 1,187 g 
rohes Pulver. 

588 mg dieses Produktes werden in einer trockenen Saule 
an 50 g Silikagel gereinigt, als Entwicklerf liissigkeit wird 

in Lo sung smittel system aus Methanol und Chloroform verwendet. 
Man erhalt 186 mg des gewunschten Produktes. 

d) Herstellung von (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Leu- 
Arg -Pr 0 -Gl y-NH2 

In Gegenwart von 0,2 ml Anisol und 0,2 ml Mercaptoathanol 
werden 173,3 mg des r^ach c) hergestellten, geschiitzten Peptides 
in 5 ml trockenem Fluorwasserstoff gelost, die Losung wird bei 
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0 C 1 Stunde lang geruhrt* Nach Ablauf dieses Zeitraumes wird 
sie bei vermindertem Dxuck zur Trockne eingeengt und das 
Konzentrat in 20 ml Wasser gelost» Die unloslichen Stoffe 
v/erden abfiltriert und das Filtrat uber eine Kolonne (1,5 cm 
Durchmesser x 20 cm) eines stark basischen Anibnenaustauscher- 
harzes (Amberlite IRA- 41o^^cetat-Form» Rohm & Haas Co.Ltd. 
USA) geleitet. Die vorgereinigten Effluenten werden an- 
schliefiend mittels Carboxylmethylcellulose {1>5 x 22 cm? 
nach dem Gradientenelutionsverfahren unter Einsatz von 
0,005 M bis 0,2 M Ammoniuroacetat mit einem pH-Wert von 6,8) 
und hierauf liber Polystyxolharz (Amberlite XAD-2, Rohm & Haas 
Co.Ltd.USA) (1,5 X 7,5 cm, nach dem Gradientenelutionsver- 
fahren unter Verwendung von 5-70 %'igem wasserigem Athanol) 
gereinigt* Das Eluat wird der Gelf iltrationschromatographie 
an Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemicals, Schweden) 
(0,9 X 53,5 cm, 0,1 N Essigsaure) unterworfen. Man erhalt 
39 mg der gewunschten Verbindung. ^a^^^-40,5^(c=0,5 in 
55^-iger wasseriger Essigsaure) 

Aminosaureanalyse (Saurehydrolyse in Gegenwart von Thioglycol- 
saure): Glu 0,97; His 0,97; Trp 0,94; Ser 0,88; tyr 1,0; 
Leu 1,00; Nle 1,06; Arg 1,03; Pro 1,00; Gly 1.03 (87 Ausbeu- 
te) 

Beispiele 3-13 

In der -nachstehenden Tabelle sind Decapeptidamide der Formel 
(I) angefuhrt, v/elche nach einem in Beispiel 2 angefuhrten 
ahnlichen Verfahren, jedoch unter Einsatz der in der Tabelle 
angegebenen Ausgangsmaterlalien anstelle der in Beispiel 2 
angefQhrten hergestellt wurden. 



- 17 - 



0 9-6 3 . : - \ 



25.09783 



At. 



o c 

•o cn 
c 

C 40 

•HOJ d 
»H <D 

EON 
in CQ 4-> 

C C W 

a 

CO M c 
3 <U»H 
<-0 0) 



0) 

CQ * 



0 
fH 
Z 

I , 
Q 

t 



CQ 



CQ 

IT 

H 
I , 
O 

O V 

OQ . 



(D 
I 

o 
o 
w 



cn 
I 

I H 



o 

m 
H 



•H 

c 
o 
o 

D 

10 

O 

c 

< 



0) 

•o 

-p 
a 

0) 

a 
o 
Q 



H 
S 

I 

O 

o 



HHHO 

oo^oav 

• • - • • 

HH HO 

t>DU o :^ 

U U a 



ocnoo CJ^ 



.iHOHHO 



o 
CO 

I 



0 



CQ 
I 

Q 



I? 



O 
O 



I 

I 

o 
o 



I 

o 
o 



I 

I 

o 

o 



H 



e 
I 

o 
o 



O CM O t*-CO 

• • • • » 

HOHOO 

tiOf^ O ^^ 



Cr\0 CTvO 

cnco o cno 



OOHOH 
CI 

W EH c*> c!y Hi 



o 
CM 

!? 
I 



I 



H 



I 

o 

o 



CTkCTiO CTiCTfc 
• «■••• 
OO.iHOO 

to ^ O ctf P 
OJ ^ > >s 

< CQ 



O CM O H CO 

o cr^o o c\ 



iH O HHO 

^ rH H <U 



o 

• 

CD 
I 



0) 



I? 



I 



£4 

en 



in 



<u 

Hi 
I 

O 
O 



f 

o 
o 



i. 

I 

O 

o 



CO o o cnco 

O O CnCTV 
• • * • * * 

-t; e-1 cb c!? 6^ 



H incM O O 
o cncno o 



HOOHH 

CQ P4 ^ o :i 
H U Q) ^ <a 



o 

in 

I 



X! 
f 



I? 



509837/0963 
- 19 - 



25a9783 



CI 



^ CI 

c u 

CO JC 
o 

no cn 
c: 

ClO 

o 

-HOJ C 

CJ 

-H CD 
EON 

(oca-p 

D1 CJ 
C C w 

oi a 

^ h c 



3 
CJ 

I 

O 
O 
m 



or 
I 

Q 
I 

8 



N 

M 

H 
I 

O 

o 

CQ 



r-i 



m 
c 
o 
o 
M 

to 
o 
c 

e 
< 



f4 

CI ^ 

Q eft <n 
NJ ^ 5:uJ 



o 

B 
to 
-v 

-P 

a - 

a 
10 
o 

Q> 

o 



CO 



CNJ 

a: 



!:5 
o 

I 

8 



O 

o 



H 
>> 

I 

o 
o 



chG^cr>covo 

0^(X) CTfcCnCTi 
• • • * • 

ooooo 

t!D>4 O M 
H <!> ^ O >> 



o 

o . 



■? 

a 
o 

pq 



H 



I 

o 
o 

PC) 



OC-OHO 
OCOOOO 



HOHHH 
to P,^ f>>fl) 



o 

in 
I 



Si 



I 



t 

0) 
CQ 



OCVICOO^O 

o a>cnt^o 
• « • • » 

HOOOH 
f^ 0) ^ flj >5 



CO C7^0^0 O 

cnco o>o o 



OOOHH 

w en O O 



o 

o 

CM 

I 



I 

P 



I? 



CD 



o 

I 

O 

o 



I 

o 
o 



o 

O 

o 

PQ 



CO CO CO o 
0^0^0^0 
• « * » 

OOOH 

«;D^ O :3 
>^ a' © 



OP-HOOO 
OCOOQCTi 



HOHHH 
•H H H 



c 

in 

I 



Hi 



Q) 



cn 



o 
H 
M 

O 
O 

pq 



I 

o 



H 

I? 

I 

o 
o 



O CO O vo CO 

o CO o cncn 
» • • « # 

HOHOO 

fcOP< o :i u 



ocvjknoco 

OCnOO<7» 



HOHHO 



o ' 
in 
.» 

CO 

I 



01 
H 
H 



I 



O 
H 



509837/0*96 3 



ORIGINAL INSPECTED 



2 5 09 7.8' 3 



0) 

O 
10 













anstelle 
Ihrten 


0) 

1 

o 
o 


© 
1 

o 
o 


© 
1 

o 
o 


o 

H. 

M - 

O 

s • 




Ausgangsmaterialien die 
der in Beispiel 2 angef C 
einqesetzt wurden 


1 

Q 

8 

CO 


CQ 
f 

o ta 

• Opq 


© 

1 

*? 

o 
o 


1 

1 

O 

o 
m 




rH 

CQ 
t 

O 

o 
0) 


8 


© 
a 


© 

1 

o 
o 




« 
■ 

■ r* 
.« 
t 


tl 
n 

-I 

0 


««t va^ «*h 

O>0Q OA 
OHOO 


••k *•* ««> ••to 

O 03 O O 
HOHOJ 


• A*^ ««to 

O CO O 0> OA 
HO HOO 




lOsSurear 


Vi o © 
^< © ^^H 

<• ro 5^ 


o o 
ro fH S5 


^0 Pi O (3 O 
<• CQ W 












VOt^OOfM 
CD CD O O O 


OHCVI 0>- 

o CO o o cr» 


»ih «*k v*^ 

VD VO O CO CO 
OA CO O OA OA 






OOHHH 


HOHHO 


O OHOO * 






© Pl^! >3© 


© P«rf >>© 
;H MHfHj: 


m p^d >i© 




0 o M 01 
& 0»<i> M 

^ 1 -H :co 
0| Q ^ M w 

1 lO 

WW 

1 . COT « 


o 

in 
• 

CM 

1. 


o 
H 

• 

in 
m 
1 


o 
in 
• 

in 
t<^ 
t 




-o 


CO 

a: 


© 
H 


. © ' 
H 


© 
H 
H 




^eptidai 

[r) 




U 
© 

CO 

1 

CI 


© 
1 

CJ 


GJ. 
1 

CI 




Decai 


cr: 


, © 


'© 


© 
Si 




Beispiel 




' H 


CM 


H 





0 Fig. 

15 Anspriiche 



5098.37/096 3 
- 20 - 



25.09783- 



patentansprOch : 

1. Verbindung der Formel 

. (Pvx)Glu-His-Trp-Sex-RjL-R2*R3-Arg-Pro~Gly-NH2 

worin Rj^ Tyr oder Phe, R2 D-Nle, D-Nva, D-Abug D-Phe, D-Ser, 
D-Thr Oder D-Met und R3 Leu, lie oder Nle bedeuten- 

2. Verbindiing nach Anspanjch 1, dadurch gekennzeichnet,. 
daB fiir Tyr, R2 fur D-Nle und R^ fiSr Leu stehen. 

3. Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB Rj^ Tyr, R2 D-Ser und Rg Leu bedeuten. 

4» Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB Tyr, R2 D-Abu und R3 Leu bedeuten • 

* 5# Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
-daB Rj^ Tyr, Rg D-Nva und R3 Leu bedeuten. 

6. Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB RjL Tyr, Rj D-Thr und R^ Leu bedeuten* 

7, Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl Rj^ Tyr, R2 D-Phe und R^ Leu bedeuten* * 

8* Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB Rj^ Tyr, R2 D-Met und R^ Leu bedeuten. 

9» Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB Rj^ Phe, R2 D-Phe und R^ Leii bedeuten. 

10. Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet^ 
dafl R^ Tyr, R2 D-Abu und Rg He bedeuten. 
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!!• Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl Rj, Phe, R^ D-Ser und R3 Nle bedeuten. 

12. Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl PHe, R2 D-Nle und R3 Nle bedeuten. 

13# Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB Rj^ Phe, R2 D-Nva und R3 He bedeuten. 

14. Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl Rj^ Phe, R2 D-Nva und Rg Leu. bedeuten* 

15. Verf ahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 

(Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Rj^-R2-R3-Arg-Pro-Gly-NH2 

worin Rj^ Tyr oder Phe, Rg D-Nle, D-Nva, D-Abu, D-Phe, D-Ser, 
D-Thr Oder D-Met und Rg Leu, He oder Nle bedeuten, dadurch 

gekennzeichnet, dafl ein Reaktant (a) L-Pyroglutamin- 

saure oder ein Pep tidf ragmen t mit einer N-endstandigen 
L-pyroglutaminsaureeinheit (wie z.B# (Pyr)Glu-), welches von 
dort an die oben angef uhrte Amino sauresequenz aufweist, — — - 
mit einem. Reaktant en (B) -~ einer Aminkomponente, die dem 
Rest des oben angefuhrten Decapeptidamidderivates ent- 
spricht, — kondensiert wird, wobei die Reaktanten (A) und 
(B) gegebenenfalls geschutzt sind und die Schutzgruppen ge- 
gebenenfalls entfemt werden* 
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